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مقدمة في الهندسة الوراثية
أهم المفردات المتعلقة بالهندسة الوراثية 

Genetic engineering, gene manipulation, gene Cloning, recombinant DNA technology, genetic modification, new genetics, molecular agriculture, DNA ligase, restriction enzyme, plasmid, Extrachromosomal element, replicon,
وغيرها 
الهندسة الوراثية Genetic Engineering او 

تقنية توليف الدنا  recombinant DNA technology او الدنا المأشوب
تعرف الهندسة الوراثية على أنها التلاعب بالمحتوى الوراثي لكائن معين من اجل تغيير صفاته الوراثية، وأحيانا تعرف على أنها مصطلح علمي يعبر عن التقنية التي تستغل للتحكم في بعض مورثات الخلية لتغير صفاتها الوراثية وتحفيزها للعمل باستخدام الطرق المختبرية. 
وبالرغم من حداثة الموضوع الا انه تطور بشكل سريع وكثرت مسمياته فقد أطلق عليه اسم ( تقنية المورث ) وأحيانا يعرف باسم ( إعادة التوليف الوراثي). وعلى ضوء هذا التعريف فان مفهوم الهندسة الوراثية يشمل كل الطرق التي من شأنها تغيير البنى الوراثية للكائن الحي مثل طرق تربية الحيوانات والنباتات Animal & Plant Breeding, والطرق التقليدية الأخرى مثل أحداث الطفرات الوراثية والتزاوجات في الاحياء المجهرية فضلا عن تقنية الهندسة الوراثية الحديثة التي تعرف بتقنية الدنا المعاد توليفه Recombinant DNA Technology التي تعتمد على تكوين بنى وراثية جديدة عن طريق ربط مواد وراثية في أنابيب اختبار ( خارج الخلايا In vitro). وقد أمكن باستخدام تقنية الهندسة الوراثية فصل وإعادة ترتيب قطع من حوامض نووية من أصول مختلفة وإدخالها الى احياء أخرى وبصورة خاصة البكتريا اي بالإمكان اخذ جينات من النباتات والحيوانات او اي كائن اخر وتربط الى نواقل كلونة مناسبة ثم تدخل الى خلايا مستلمة ويمكن ان تصبح هذه القطع بمرور الزمن قطعة من البناء الوراثي للخلية ويمكن ان تنمى و يطلق عليها Clone وبذلك يتم الحصول على صفات جديدة لاتوجد في النوع او الجنس العائدة له(اختراق حاجز النوع).
نشأة الهندسة الوراثية
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الاستنسال Cloning 
كلمة نسخة او نسيلة (Clone): هي كائن او مجموعة من الكائنات الحية نتجت من مخلوق واحد عن طريق تكاثر لا جنسي(asexual or nonsexual)  وهي مجموعة من المخلوقات الحية المتطابقة جينيا اي مادتها الوراثية متطابقة نتجت من خلية واحدة. وتعد التوائم المتماثلة  . Identical twins التي نشأت من بيضة مخصبة واحدة افراد نسيلة واحدة، بينما التوائم غير المتماثلة non-Identical twins التي نشأت من بيضتين مخصبتين مختلفتين لا تشكل افراد نسيلة واحدة ولا يطلق عليها Clone. واصل كلمة كلون Clone مشتقة من اليونانية في بداية القرن الماضي ( Greek klon 'twig') وتعني فرع شجرة.
و طبقت كلمة clone على الخلايا ايضا لذا توصف مجموعة الخلايا الناشئة من خلية واحدة بكلمة نسيلة  (a clone)  
وبناء على هذا الرأي يمكن تعريف الاستنسال بانه عملية انتاج نسخ مطابقة ورثيا للخلية او المخلوق الاصلي. وعادة يكون اعضاء النسيلة متطابقين في خصائصهم المتوارثة اي في جيناتهم باستثناء اي اختلافات تحدث نتيجة الطفرة.  
يمكن ان تتم عمليات الاستنسال على المستوى الجزيئي عن طريق غرس جزيئات الدنا في ناقل كلونة مناسب ليتم ادخالها الى كائن اخر لا يحتوي اصلا عل مثل هذه الجزيئات بحيث تستطيع التكاثر بصورة مستمرة في المضيف الجديد والحصول على كميات كبيرة من الجين المرغوب. 
استنسال ( استنساخ ) ألجين Gene Cloning 
وهي عملية تكوين اتحادات وراثية جديدة عن طريق غرس جزيئاتDNA (منتجة خارج الخلايا بأي طريقة مناسبة) في بلازميد او فيروس او أي ناقل كلونة Cloning Vector مناسب ليتسنى إدخالها الى اى كائن لايحتوي اصلا مثل هذه الجزيئات بحيث يمكنها التكاثر المستمر في المضيف الجديد. يؤكد هذا التعريف على نقطتين مهمتين:
· امكانية ادخال قطعة DNA غريبة الى كائن لايحتويها اصلا (تجاوز حاجز النوع).
· امكانية اكثار الجين المكلون في المضيف الجديد والحصول على ملايين النسخ.
الخطوات الأساسية لكلونة الجين 
· عزل و تنقية جزيئة DNA المرغوب كلونتها والتي تسمى الدنا الغريبة Foreign DNA او الدنا المسافر Passenger DNA او الدنا الهدف Target DNA.
· توفر ناقل كلونة Cloning Vector مناسب والحصول عليه بصورة نقية ليتم ربط قطعة الـDNA الغريبة بهذا الناقل. وتقسم نواقل الكلونة المستخدمة لكلونة البكتريا الى اربعة انواع هي: البلازميدات  Plasmidsو النواقل المشتقة من العاثي لامدا Lambda phage  و العاثيات ذات خيط DNA المفرد و الكوزميدات Cosmids.
· يجب توفير وسيلة مناسبة لتقطيع جزيئة الـDNA  الغريبة للحصول على قطعة DNA صغيرة قابلة للكلونة وتحتوي على الجين المرغوب وكذلك لقطع ناقل الكلونة مرة واحدة لجعله مناسبا لقطعة الدنا الغريبة. تستخدم انزيمات التقييد Restriction  enzymes لهذا الغرض.
· يجب توفير وسيلة مناسبة لربط قطع الدنا الغريبة مع ناقل الكلونة لتكوين الجزيئة الهجينة Recombinant molecule. عملية الربط بواسط الانزيم الرابط DNA Ligase .
· يجب توفر وسيلة مناسبة لمراقبة عمليات تقطيع وربط جزيئات الدنا وذلك لانه من الضروري معرفة فيما اذا كان انزيم التقييد المستعمل قادرا على تقطيع جزيئية الدنا ام لا قبل الاستمرار بتجربة الكلونة. تتم مراقبة عملية القطع والربط باستخدام الترحيل الكهربائي Gel Electrophoresis في هلام الاكاروز
Agrose Gel Electrophoresis او هلام البولي أكريلامايدPolyacrylamide Gel Electrophoresis  حيث تضاف جزيئات الدنا الى طبقة رقيقة من الهلام وبعد امرار التيار الكهربائي ستتحرك قطع الدنا المختلفة الى مسافات تتناسب مع اوزنها الجزيئية مكونة حزما منفصلة على الهلام يمكن تحديد اعدادها واحجامها.
· يجب توفر وسيلة يمكن من خلالها ادخال الجزيئات الهجينة الناتجة عن عمليات الربط الى خلايا الكائن المضيف ويمكن لهذه الجزيئات ان تديم نفسها في المضيف وتتوارث بثبات في الأجيال المتعاقبة ومن اكثر الطرق المستخدمة هي طريقة التحول Transformation وطريقة التوصيل بالعاثي Transfection.
· بعد ادخال الجزيئات الهجينة الى خلايا المضيف يجب توفر طريقة ملائمة لانتقاء الخلايا المستقبلة للجزيئة الهجينة الحاملة للجين المرغوب وتمييزها عن الاعداد الهائلة من الخلايا المستقبلة للجزيئات الهجينة الاخرى.
· [image: image10.jpg]


بعد الحصول على الخلايا الحاوية على الجين المكلون يمكن انمائها في وسط زرعي مناسب للحصول على اعداد هائلة منها. بمنعى اخر سوف يتم الحصول على الجين المرغوب باعداد هائلة و الذي يوجد بشكل نسخة واحدة في الكائن الاصلي وعندها سيكون من السهولة عزل الجين المرغوب من هذه الخلايا لاجراء الدراسات المختلفة عليه.
Basic skills needed to carry out a simple gene cloning experiment:

1- Preparation of pure samples of DNA.
2- Cutting DNA molecules.
3-Analysis of DNA fragments sizes.
4- Joining DNA molecules together.
5- Introduction of DNA into host cells.
6- Identification of cells that contain recombinant DNA molecules.
[image: image12.emf]
أستنسال (استنساخ) الخلايا  Cell Cloning 
بقصد باستنساخ الخلايا إنتاج عدد كبير من الخلايا من خلية واحدة فأحيان يحتاج الباحثين لدراسة نوع من الخلايا لذا يتوجب عزل هذه الخلايا واستنباتها في المختبر، او دراسة تأثير جين معين على وظائف نوع من الخلايا، فيتطلب إدخال نسخة من ذلك الجين (الجين الغريب) في خلية وإكثارها ومقارنتها بخلايا لا تحتوي هذا الحين. تستعمل هذه الطريقة في أنتاج الأجسام المضادة.
استنسال ( استنساخ ) الأجنة  Reproductive cloning 
وتعرف هذه العملية ايضا باسم نقل نواة الخلية الجسمية Somatic cell nuclear transfer (SCNT)، وبشكل مبسط تتم العملية من خلال نقل نواة من خلايا الجسم غير الجنسية (أي غير التي توجود في المبيض في الأنثى، او خلايا الخصية في الذكر) واشهر مثال على ذلك استنساخ النعجة دوللي حيث استنسخت من خلايا الثدي. اذ أخذت بويضة من المبيض وقام الباحثين بالتخلص من النواة الموجودة بداخل البويضة ثم قاموا بزرع النواة التي أخذوها من الخلية الجسمية الموجودة بالثدي داخل هذه البويضة ثم صعقت الخلية كهربائيا لكي تنشط عملية الانقسام. بعدها قاموا بغرزها داخل رحم نعجة وقد استمر الجنين بالنمو ليولد نعجة صغيرة كاملة.
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الاستنساخ العلاجي Therapeutic Cloning 

ويقصد به استنساخ كائنات حية لأخذ خلايا جذعيه (Stem Cells) ولايسمح لهذه الخلايا الوصول الى كائن حي كامل. واهمية ذلك تنبع من قدرة هذه الخلايا في توليد اي خلايا أو اعضاء كالكلية او الكبد او الخلايا الدموية والتي يرجى استخدامنها في علاج الكثير من الامراض.

قطع وربط جزيئات الدنا    Cutting & Joining DNA Molecules
1- قطع جزيئات الدنا Cutting  DNA molecules
استعملت طريقة التقطيع الميكانيكي Mechanical shearing منذ فترة طويلة للحصول على قطع الدنا الصغيرة الا ان هذه الطريقة غير ملائمة لتجارب الكلونة  لكونها عشوائية حتى جاء عام 1970 حيث اكتشفت الانزيمات القاطعة التي تسمى انزيمات التقييد Restriction enzyme في البكتريا حيث وجد ان ظاهرة التقييد يقوم بها نوع من انزيمات Endonucleases والتي تتصف بقدرتها على قطع شريطي الدنا في موقع محدد ودقيق.
تقسم الأنزيمات الهاضمة للأحماض النووية Endonucleases الى قسمين:
1. الانزيمات القاطعة اوالهاضمة الخارجية Exonuclease  والتي تزيل النيوكليوتيدات من طرفي الشريط )اي النيوكليوتيدات الطرفية).
2. الانزيمات القاطعة الداخلية Endonucleases وهي التي تستطيع قطع أشرطة الحامض النووي في المناطق الوسطية وهي على انواع. تمتاز بعض الانزيمات من هذا النوع كونها تعمل عند وجود تسلسل محدد من النيوكليوتيدات هذا النوع يسمى Restriction Endonuclease او انزيمات التقييد Restriction Enzymes، ولها الدور الأساس في تطوير علم الهندسة الوراثية وهي تعمل على قطع  خيطي حلزون الدنا عن طريق كسر الاواصر الفوسفاتية ثنائية الاستر وهي لاتقطع بصورة عشوائية.
[image: image3.emf]
تقوم بعض الانزيمات بقطع شريطي DNA في نفس المكان بشكل متقابل مما يؤدي الى انتاج نهايات مستوية Blunt ends في حين تقوم الانواع الاخرى بقطع احد الشريطين من موقع وقطع الشريط المقابل من موقع ابعد منه بعدة نيوكليوتيدات (مسافة 2-4 نيوكليوتيدات) مما يؤدي الى انتاج نهايات ناتئة حيث يكون في كل طرف شريط اطول من الأخر ولكون النهايات الناتئة متممة لبعضها وتميل للالتصاق وتسمى ايضا نهايات لزجة Sticky ends او نهايات دبقة.
[image: image4.emf]
[image: image5.emf]
Restriction enzymes:
· Enzymes of bacterial source that can cut (hydrolyse) DNA duplex at specific sites. Current DNA technology is totally dependent on restriction enzymes. Basic tools of gene cloning.
· Restriction endonucleases are a natural part of the bacterial defense system. These enzymes RESTRICT the ability of foreign DNA (such as bacteriophage DNA) to infect/invade the host bacterial cell by cutting it up (degrading it). The host DNA is MODIFIED by METHYLATION of the sequences these enzymes recognize. Methyl groups are added to C or A nucleotides in order to protect the bacterial host DNA from degradation by its own enzymes. Different bacterial strains express different restriction enzymes.
· Restriction enzymes recognize a specific short nucleotide sequence. This is known as a Restriction Site. The phosphodiester bond is cleaved between specific bases, one on each DNA strand.
· Cut (hydrolyse) DNA into defined and REPRODUCIBLE fragments. The product of each reaction is two double stranded DNA fragments.

· Restriction enzymes do not discriminate between DNA from different organisms. Most restriction enzymes will cut DNA which contains their recognition sequence, no matter the source of the DNA.
اسماء الانزيمات القاطعة:

يشتق اسم الانزيم القاطع من الحرف الاول لاسم الجنس + اول حرفين من اسم النوع للكائن الذي غزل منه الانزيم القاطع + وتضاف بعدها رموز السلالة او ارقام التميز الاخرى.

[image: image6.emf]
تقسم أنزيمات التقييد حسب خصائصها الى ثلاثة انواع رئيسية هي:

1. أنزيمات التقيد من النوع الاول Type I restriction enzymes

تقطع بصورة عشوائية وغير محددة على الرغم من انها تتعرف على تتابع محدد مما يجعلها غير مناسبة في تقنية الهندسة الوراثية 

2. انزيمات التقييد من النوع الثاني Type II restriction enzymes 
تتصف هذه الأنزيمات بقابليتها على التعرف على تتابع محدد من النيوكليوتيدات في الحلزون المزدوج ثم تقطع خلال او بالقرب من ذلك التتابع لانتاج قطع دنا محدد الاطوال ومميزة التتابع لذا فهي ذات اهمية في تقنية الهندسة الوراثية. تختبر فعالية هذه الأنزيمات باستخدام الترحيل الكهربائي Gel Electrophoresis.
3. انزيمات التقييد من النوع الثالث Type III restriction enzymes 
تتميز هذه الانزيمات بقابليتها على قطع الحلزون المزدوج في مواقع محددة ومعروفة وبحاجتها اى Mg+2 وATP  ومادة S-adenosyl-methionine  كعوامل مساعدة، لذلك صفاتها وسط بين النوعين الاخرين.
[image: image7.emf]
[image: image8.emf]
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شكل يوضح صورة الهلام عند تعريضه للأشعة فوق البنفسجية لاحظ قطع الدنا بعد الترحيل الكهربائي كيف انفصلت حسب الحجم
ربط قطع الدنا ذات النهايات اللاصقة والنهايات المستقيمة  Joining DNA Molecules
يستخدم الإنزيم  الرابط (اللاحم) DNA Ligase المستخرج من العاثي T4 لربط قطع DNA و يتصف الأنزيم بقدرته على لحم الكسور في شريط الدنا عن طريق تكوين الأواصر الفوسفاتية ثنائية الاستر بين مجموعة 3´OH  لأحد النيوكليوتيدات ومجموعة 5´P للنيوكليوتيدة المجاورة.
ربط قطع الدنا ذات النهايات اللاصقة 

يفضل الأنزيم القاطع الذي ينتج نهايات لاصقة متممة لبعضها وذلك لسهولة ربط مثل هذه القطع بواسطة الإنزيم الرابط. حيث تتحد النهايات اللاصقة أولا في جريئة الدنا الغريبة مع نظيراتها في ناقل الكلونة عن طريق ارتباط قواعدها النتروجينة المتكاملة بواسطة الأواصر الهيدروجينية، ويعمل الانزيم الاحم بدوره على ربط الثلمة في الخيطيين وذلك عن طريق ارتباط تكوين الأواصر الفوسفاتية ثنائية الاستر.

مشاكل الكلونة للنهايات اللاصقة 
· قد ترتبط نهايات الناقل مع بعضها مما يؤدي إلى تدور الناقل على نفسه Circularization بدون ارتباط قطعة الدنا الغريبة (اعادة تكون حلقات الناقل).
· يمكن ارتباط جزيئتين من النواقل مع يعصها مما يؤدي الى تكوين جزيئة ناقل ثنائيةDimer  او اكثر بدون الارتباط بقطعة الدنا الغريبة.
لحل هذه المشاكل لابد من اتباع مايلي 

· من الضروري إتمام التفاعل بخلط الناقل والدنا الغريبة بنسبة 1:3 
· معاملة نواقل الكلونة المقطوعة وقبل خلطها مع الدنا الغريبة بإنزيم الفوسفاتيز القاعدي Alkaline phoshatase الذي يعمل على إزالة مجاميع الفوسفات من النهاية 5'
· استخدام درجة حرارة تتراوح بين 10-20 . لإتمام الاواصر الهيدروجينية. 
[image: image9.emf]
ربط قطع الدنا ذات النهايات المستوية 

ان ربط النهايات المستوية لها ميزة امكانية ربط اي قطعتي دنا مع بعضهما لكنها تكون اقل كفاءة من ربط النهايات اللاصقة وذلك للأسباب التالية:

· عدم قدرة النهايات المستوية على الاتحاد مع بعضها مما يصعب عمل الإنزيم الرابط.
· احتمالية التقاء النهايات المستوية للناقل وجزيئة الدنا الغريبة في محلول التفاعل قليل جدا.
 ولحل هذا المشكلة اتبعت الطرق التالية 

· استخدم الجزيئات الرابطة Linker molecules  
وهي عبارة عن تتابعات قصيرة ( 8- 10 زوج قاعدة) مصنعة في المختبر بحيث تحتوي على موضع حساس لواحد اواكثر من الانزيمات القاطعة، تستخدم هذه الجزيئات عادة في عمليات كلونة قطع الدنا ذات النهايات المستوية بطريقة تسمح باستخلاصها من الناقل بسهولة.

· استخدام الوصيلات Adaptors
الطريقة الثانية لربط  النهايات المستوية بالنهايات اللاصقة وهي عبارة قطع صغيرة مصنعة في المختبر تحتوي على نهاية لاصقة منزوعة الفوسفات في احد طرفيها ونهاية مستوية حاوية على مجموعة الفوسفات في طرفها الثاني.
ربط الدنا بطريقة التذييل المتجانسة Homopolymer tailing
تستخدم هذه الطريقة لتجاوز بعض المشكلات من قبل ربط الدنا ذات النهايات اللاصقة غير المتكاملة او ربط قطع  دنا ذات نهايات مستوية.

البوليمر المتجانس Homopolymer: هو عبارة عن خيط دنا مفرد مكون من عدد من النيوكليوتيدات المتماثلة ( اي ان جميع وحداته متماثلة ) قد يكون متعدد الأدنيين (Poly dA) او متعدد الثايمين (Poly dT) او غيرهما.
التذييل Tailing : الانزيم المسوؤل عن عملية التذييل هو انزيم Terminail deoxynucleotide transferase الذي يقوم باضافة سلسلة من النيوكليوتيدات التماثلة المتعاقبة الى النهاية 3´OH.
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